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海藻光合作用研究的极藉测定法
*

周 百 成
(中国科学院海洋研究所)

极谱法测定溶解氧的优点是
:
灵敏度高

、

反应快
,

能满足各种研究课题的特殊要术
。

这种方法与检压法和 w ink ler 滴定法相比
,

有其独到之处
,

所以早在 20 世纪 30 年代就用

它来研究光合作用
。

最初都沿用经典极谱法的滴汞电极作氧阴极
,

以后则多采用铂电极
。

铂 电极可分为大面积铂电极和微型铂电极两类
,

其中又有固定
、

旋转和振动等类型
。

按测定指标分
,

则有浓度测定装置及速率测定装置两大类
。

在光合作用研究工作中应用

最广的是 B lin k :

和 sk o w [ 6 ] 创 市l]的
、

后来又经过 H
a x o 和 B lin k s[ , ‘]改进的大面积铂电极

速率测定装置
。

近年来在此基础上建立了各种极谱测定装置11, 9.12
,

101 ,

以藻类
、

叶绿体和高

等植物叶子为材料
,

观察光合作用中的各种现象 , 一5,1 0,1 1.1
3一玩17 一10] 。

目前
,

它已成为研究光

合作用的重要工具之一
。

但是
,

这种方法虽然已被广泛采用
,

而关于装置特性的较详细的

报导I,
,
14 , 1‘]却甚少

。

从技术方面看
,

在海藻中有许多膜状的种类
,

有的海藻的藻体仅单层细胞厚
,

是这种

测定法可用的最理想的材料
。

在测定这些海藻的光合作用性能时可以采用最简便的电极

装置并获得较好的结果
。

这种方法对于测定海藻光合作用的一般特性及研究光合作用机

制都很适用
。

本文报导了全部采用我 国生产的仪表和元件制造的 测 定 装置及 其特性
,

对 H a xo -

Bl in k S

电极装置 [14] 的改进以及在海藻光合作用研究中试用的一些结果
。

一
、

装 置

整个极谱装置包括电极
、

极谱线路
、

测量装置以及附加的恒温和光源装置(图 1 )
。

图 1 研究海藻光合作用的极谱装置
1

.

磁饱和稳压器 ; 2
.

调压变压器 ; 3
.

白炽灯 ; 4
.

电极和极化池 : 5
.

测电压仪表 : 6
.

分流器 :

7
.

检流计 ; 8
.

恒温水浴 ; ,
.

电热棒 : 10
.

温度调节器 ; 1 1
.

电子继电器
。
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1
.

电极装置

H ax 。 和 Bl ink
s [1 月 对早期所用装置 [61 作了改进

。

我们在此基础上设计了操作更简便

图 2 铂 电极装置剖面观
1

.

铂电极 ; 2
.

藻体 ; 3
.

玻璃纸 ;

4
.

有机玻璃支架 : ;
.

固定藻体用

的有机玻璃圆环 ; 6
.

导线
。
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的铂电极 (图 2 )
。

在面积为 10 x lo 毫米的铂片上焊好导

线
,

用门捷列夫粘合剂粘接在有机玻璃支架上
,

导线 自支架

中心引出
。

测定时取一片面积同电极相等或略小的海藻藻

体置于铂电极上
,

用玻璃纸和一个有机玻璃圆环压紧
,

使藻

体紧贴在铂电极上
。

这种电极省略了拧紧玻璃纸和固定藻

体用的装置
,

代之以有机玻璃圆环
,

因此操作就更方便
。

此

外
,

作电极的铂片也 由弧形的改成平的
,

这样贴在它上面的

藻体也是平的
,

受光比弧形的更均匀
。

极化池为容积比较大的玻璃培养缸
,

内装天然海水
。

将铂阴极和饱和甘汞电极(参比 电极 )插入海水中
。

插有 电

极的极化池放在恒温水浴中
。

在测量过程中
,

极化池中的

海水静止不动
。

2
.

极谱线路和测量装置

极谱线路系参照 M yer S

和 G raha rn 口6 , 的报导装配的
。

在线路中还附有一个调节读数零点的补偿装置
。

电极电流

可用国产 10 7 0-- B 型多次反射灵敏检流计测量 (灵敏度 9
.

4

x 10 一9

安/毫米
,

内阻 82 欧姆 )
,

对测量线路亦作了相应的

修改(图 l)
。

为便于选择最适合的灵敏度
,

在检流计前还加

了一个分流器
。

除用检流计外
,

也可按上述线路〔‘6 1 ,

通过一

个串联在线路中的电阻
,

将电流讯号转变成电位差讯号
,

然

后用 3 n n 一 09 自动记录电子电位差计(上海大华仪表厂 出

品 )进行 自动记录
。

3
.

恒温和光源装置

溶解氧向电极扩散的速率和光饱和时的光合速率均受温度影响
,

所以测量时应保持

恒温
。 ,

匠温装置包括水俗
、

搅拌马达
、

升温用电热棒
、

温度调节器和 电子继电器
。

光源用 白炽灯
,

装在光具座上
。

光弦度用改变灯和铂电极间的距离的方法调节
,

用水

下照度计沉入巨温水槽 中测定
。

用磁饱和稳压器及调压变压器稳定和调节光源电压
。

二
、

特 性 和 应 用

1
.

扩散层的形成和预极化

用与空气平衡的天然海水作支持电解质
,

在 巧
.

2℃ 下
,

于铂电极上加 一 1
.

4 伏的电压

(相对于饱和甘汞电极的电压
,

下同) 并记录电极电流随时间的变化
,

得到图 3 A 的曲线
。

这种电流随时 i司而下降
,

最后渐趋稳定的过程说明在铂电极附近的扩散层是逐渐形成的
。

因此
,

在接通电极电源后
,

应经过一段预极化的过程
,

待电流稳定后再开始测定
。

2
.

氧的电流
一电压曲线

溶解氧的电流
一电压曲线是选择测量电压的依据

。

当用滴汞电极作阴极时
,

曲线上有
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图 3 极谱装置 的特性曲线

A
.

在天然海水中测得的时间
一电流曲线 (电压

, 一 1
.

4 伏
,

相对于饱和甘汞电极 ;

谧度
,

巧
.

20 的 ; 犯
.

翼礁膜光合作界放氧的时褐丧很曲线(在关然梢永中秘完:

温度
,

10
.

0℃ ; 光源
,

白炽灯为七强
,
牛8 5 米烛〕犷 C

.

天然海水中溶解氧的电流
-

电压曲线 (温度
,
1多

.
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。
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两个阶 ;用振动或旋转微铂电极时只出现第一阶 [7] ;用大面积铂 电极时亦常选用位于第一

阶上的电压
,

如 一 0
.

, 伏
[ , 币

, 1‘, 1 6 ] 。 然而 B li n k s 和 s k o w [ 6 ]
亦曾试用位于第二阶上的电压

,

并得到相似的结果
。

值得注意的是溶解氧的电流
一电压 曲线的形状和阶的位置随氧阴极的种类和构造

,

参

比电极的种类
,

支持电解质的性质以及测量条件的不同而有所差别 [v1
。

所以测定用的电

压也应根据具体情况加以选择
。

在我们的条件下测得的电流
一电压曲线有两个阶

,

分别位

于 一 。
.

5一一 0
.

9 伏和 一 1
.

3一一 1
.

7 伏 (图 3c

)
。

根据这一结果
,

作者曾选用位于第一阶上

的一 0
.

7 伏和位于第二阶上的 一 1
.

3 伏 (或 一 1
.

4 伏 )进行海藻光合作用的测定
。

对典型的

时 间进程曲线
、

诱导现象以及光合作用光曲线等进行了初步测定
,

结果表明选用位于第二

阶上的电压也是可行的
,

并证明
,

在适当的条件下可以发挥它的还原电流大
、

灵敏度高等

优点
,

用以测定海藻光合作用的细微变化
。

3
.

时间进程曲线

光合作用放氧的时间进程曲线是测定其光曲线和作用光谱的依据 [1 4] 。 我们对数种海

藻进行了观察
。

在 一 1
.

3 伏 (或一 1
.

4 伏 )测得的曲线的形状同我们在一 0
.

7伏以及 H
a
。 和

B zi n k s [川在 一 0
.

5 伏测得的+ 分相似
,

但灵敏度较高
。

以囊礁膜 (M
o , 0 5 , , o , a a n g ic a t, a

) 的

曲线为例
,

示于图 3 B 。
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这种装置对光合作用 过程中放氧速率的快

速变化有良好的分辨力
,

可以观察海藻光合作

用诱导等现象
。

图 斗就是孔石尊 ( ul 、 妙
; t、 : 。

)

在诱导期 内的放氧时间进程曲线
。

其中清晰地

显出一照光之初 出现的氧
“

涌 出
”

(o x yg e n “ g u sh ”

)

和 l随后出现的第二波 (
s e e o n d w a v e

)
。

氧
“

涌出”

现象在照光后 1 , 秒钟之内郎完成
,

用这种装置

却能观察到
,

这样高的分辨力是其它许多方法

难以达到的
。

有关诱导现象的结果将另 文 报

导
。

4
.

光曲线

根据在不同波长的单色光下测得的时间进

程曲线
,

可以获得光合作用的作用光谱洲
。

同

理
,

根据在不同光强的白光下测得的时间进程

曲线就可以得到光合作用的光 曲线
。

作者曾在

一 1
.

3 伏 (或一 1
.

4 伏 ) 侧定了数种海藻的光曲

线
。

以囊礁膜的结果为例 (见图 5 )
,

其中曲线 2 是曲线 1 中低光强部分的放大
。

说明在一

定范围内光合速率与光强有良好的线性关系
,

这同通常所得的光 曲线的特征相符
。

同时

它也说明 了在第二阶的电压下
,

电极电流与放氧速率有良好的线性关系
。

可以作为测定光

合速率的指标
、
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.

光曲线 : 2
.

曲线 1 的低光强部分的放大
,
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合速率与光孩的线性关系
。

F 19
.

5
.

1
’

h
e

I ig h t e t一r v e s fo r th e p h o to s y n t h e s is o f 入了。
-

n o , 了r o 。 , a ‘, , 去g i c 。 ;
,
a

.

( I
,飞 n a t u r a l : e a w a te : ; t。 ,n p e l

一

a t L, f c ,

l o
.

o oC ; lig h t : o u r e e , tu n g s t 。 n la
, n p )

.

1
.

L ig h t e t lr v e ; 2
.

C u r v e a t lo w lig h t in t e n s it y
,

b e i n g

c n la r g e m e rt t o
f th e lo w e r in te n s i ty p o r ti o o i n e u r v e l ,

s h o w i
x飞9 p h o t o s y l飞t h e t ie ra t e a s th e li n e a r f一I n e t io n o

f

1ig h t in t e n s it y
.

1 0

0
5 5 0 6 0 0 6 5 0 7 0 0

波长(毫微米 ) W
a v e l

e o g th ( m 拜)

图 6 肠浒苔的红光区吸收光谱和

光合作用作用光谱
1

.

吸收光谱 ; 2
.

作用光谱
。

F 一9
.

6
. ’

r h e p h o t o s }, l飞t h
e r ie a c t io n

s p e e tf u 一n a n d a b
so r p t io n sPe e tr u m

o f 万”才e z刀 , 刀o rP左a i 刀z己了l in a li 了 irt r e d

sPe e t r a l r e g i o n .

1
.

A b s o r p t io n s p e e t r u 川
:

2
.

A e t i o n s p e e t r u ln
.



l 期 周百成 : 海藻光合作用研究的极谱测定法 4 l

5
.

作用光谱

在不同波长的单色光照下
,

应用上述装置中的检流计或 自动记录仪表测得的光合速

率数据
,

就可以获得海藻光合作用的作用光谱
。

图 6 所示为绿藻肠浒苔 (勘 te 1’o 。。夕加

Z o te ,
tin

口lls ) 的红光区作用光
一

谱
。

测定时用上海分析仪器厂制造的 7 2 型分光光度计的单

色仪获得单色光
,

用 3 n fl 一 09 自动记录电子 电位差计记录与放氧速率成正比的电位差讯

号
。

将所得数据作等量子数换算
,

求得光量子数相等时各种波长光照下的光合速率
,

然后

将这些光合速率对波长作 图
,

郎得作用光谱
。

此外
,

还测出了同一藻体的吸收光谱
,

画入

图中
,

以资比较
。

吸收光谱系按 Sh iba ta 的乳白玻璃法刚
,

用 7 2 型分光光度计测得
。

将作用光谱和吸收光谱加以比较
,

可见在红光攀的短波侧两者吻合较好
,

而在靠近

丁00 毫微米的远红光区域
,

光合速率的下降比吸收率的下降快
,

由此清晰地显出了众所周

知的 E m er
so n 红降现象

。

一般要在单色仪提供的光弦下测定海藻光合作用的作用光谱

是比较困难的
,

但极谱法却能在很弱的单色光下测出光合速率的变化
,

这足以显示其高灵

敏度
。

综上所述
,

全部采用 国产仪表和元件建立了测定海藻光合作用性能的极谱装置
,

对铂

电极作了改进
,

井获得了有关这套装置的各种特性的资料 (包括溶解氧的电流
一电压 曲线

及应用其第二阶的可能性 )
。

试用结果表明 可用它测定海藻光合作用的诱导现象
,

光 曲线

和作用光谱
,

是研究海藻光合作用的有效工具
。
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